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Abstrakt

Ptechod z moiského do sladkovodniho prostiedi a naopak, piedstavuje klicovou udalost v
evoluci organismu. Prestoze jsou tyto piechody z evolu¢niho hlediska relativné vzacné, vétSina
velkych skupin organismu podstoupila tuto udalost minimaln¢ jednou. Motské a sladkovodni
prostiedi se lisi v mnoha aspektech, predevsim salinitou. Pii pfechodu mezi obéma prostfedimi
musi organismy piekonat vyrazny gradient salinity a piizptsobit se zménam osmotického
potencialu. Nemalou roli vSak hraji i biotické faktory, a to zejména kompetice a predace v
novém prostiedi. Cilem bakalarské pace je poskytnout ucelenou informaci o mechanismech
adaptace na Siroky gradient salinity u fas obecné a zaméfit se na prechody mezi moiskym a

sladkovodnim prostfedim u chrysofyt, ke kterym doslo v evoluci opakované a relativné Casto.

Kli¢ova slova: chrysofyta, Chrysophyceae, gradient salinity, osmoregulace, pfechod motské-

sladkovodni prostredi

Abstract

The transition from the marine to the freshwater environment and vice versa is a key event in
the evolution of organisms. Although these transitions are relatively rare from an evolutionary
point of view, most large groups of organisms have undergone this event at least once. The
marine and freshwater environment differs in many aspects, especially salinity. During the
transition between these two environments, the organisms are forced to overcome a significant
salinity gradient and adapt to changes in the osmotic potential. However, biotic factors also
play an important role, especially competition and predation in the new environment. The aim
of the bachelor 's thesis is to provide comprehensive information on the mechanisms of
adaptation to a wide gradient of salinity in algae in general and to focus on freshwater-marine
transitions in chrysophytes, that occurred repeatedly and relatively frequently in the course of
evolution.

Key words: chrysophytes, Chrysophyceae, salinity gradient, osmoregulation, marine-

freshwater transition



Obsah

AADSITAKE ...ttt ettt e h et h et h e h et e h e et et e e bt e bt e bt e a e e bt eat et e ehe et e ebeentebeeaeenee 4
VOO ettt 6
1 Sladkovodni a MOTSKE ProStFdi.......ccuieeiiiiiiiieiiieciieeeiee ettt et e e e e ebe e e ere e sebeeeeaeesaveeas 7
1.1 IMOTSKE PIrOSIEUI....uvveuvieieieiieeiieitesite e et e et et et et e staestaeesseesseesseessaessseesseasseesseesssesssensseensens 7
1.2 S1adkovodni PrOStIEAI......ccueiciieiieiiieriieriesie ettt sre e e e e e e teesteesseesssesnseesseenseenens 8

2 Bariéra mezi sladkovodnim a mofskym prostredim..........coccoeouieiieiiiniiniiiiieeeeeeee e 8
2.1 SAIINILA ettt et ettt e b e bt e bt et et e e be e bt e sheeeateeateeabeebeebeeaes 8
2.2 EKOIOZICKE fAKLOTY .....viievieeiieiieiieriee ettt ettt teste st st e et e e e ssaessaessseensaessaessaessnensnenns 9

3 Morfologicka komplexita a jeji vIiv na prechody ........ccccoeieeiiiiiiiiiee e 9
3.1 Jednodussi morfologie, UspeSnejSi prechody .........occvevieiiiiiiiiiieeee e 10
3.2 Problematika biogeografie PrOtiSt .........cccevierierciierieiiertereesee e ereesreesreeseresereesseesseesseesens 10

4 Moftsky vs. sladkovodni piivod fotosyntetickych eukaryot...........cceevvevievieniinciiiieeiesiesie s 11
4.1 Piivod z hlediska plastidu.........oocueeriiiiiieiieeee et 11
4.2 Phvod z hlediska hOStItele ........c.eeiiiiiiieieieee e 13

5 Adaptace na $iroky gradient SAIINILY .........ccccveveerieriieriieeireereereeseesresreereesreesseesssesssesssesssesssees 14
5.1 GENEtiCKA AdAPLACE ... ceuieiieeieeie ettt ettt ettt ettt ettt sbe e st eeneean 15
5.1.1 Konstitutivini genetické ZIMENY ..........coviiriiriiiiiieiieeie ettt e e 15
5.1.2 Indukované genetick€ ZMENY ........cceevveriiriiiiieiieeesee e ebe e 15

5.2 FyziologICKE adaptace .........covevuiiriieiieiieiieieesiresireetreereereesteestteseressbeesbeesseesseessaessseesseansens 16
5.2.1 OSIMOTEZULACE ...ttt ettt ettt sttt ettt st e e b eaten 16
5.2.2 FotosyntetiCka aktiVita .......c.cccveivieeiiieiiesiecie et ere et esteesereseveeaveesbeessaesens 19
523 Pohlavni TOZMNOZOVAN .......c.eeiiiiiieieieeee ettt 20

53 MoOrfologicke adaptace ........cocvieiieiiiiiieciieee ettt 20
5.3.1 Sulfatované polysacharidy v bunétneé St€ne...........ccocoveevieririeniniiiininenenceieseeens 21
5.3.2 Palmelloidni stadia u Zelenych Tas ........ccceeevieevieiieiiiiiecie e 22

6 SCENATE PTECROAU .....eiuiiiiiiiiet ettt ettt ettt et bbb 23
7  Pfechody mezi motskym a sladkovodnim prostiedim u chrysofyt .........ccocveiieiieniinnnireieeen, 24
7.1 Obecna charakteristika ChrySOfYt .........coviiiiiiiiiiciece e 24
7.2 MOFSKA CAIYSOTYLA...c.viiiiiiieiiecticcie ettt ettt te e s te e s tb e e tbeeabeesbeesteesbaesaseesseenseas 25
7.3 Hypotéza prekroceni RUDIKONU.........cccoeviiiiiiiiiiicieeece e 26
ZUAVET .ttt ettt ettt ettt h e bt s h ettt b e e bt e e bt e a et e et et e b e e bt e s be e sa bt et e et e e sheenaee e 29
BibliOGrafiCKE CILACE. ... ccuviiviieiiiiiciieeieecte ettt ettt et eve e ste e s teestaesebeeebeesbeesbe e sseesseesbeesseesaessnessneans 30



Uvod

Ptechody mezi moiskym a sladkovodnim prostfedim pifedstavuji u vodnich organismi jednu
z klicovych udalosti, kterd vyznamné ovliviiuyje jejich evoluci. Z evoluéniho hlediska si 1ze pro
ptfedstavu pfirovnat ocedny ke kontinentim a sladké vody k ostroviim. Toto pfirovnani vSak
nebere v potaz, Ze moiské a sladkovodni prostfedi se navzajem li§i svymi obecnymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi natolik, Ze v suchozemském prostfedi bychom jen marné hledali
paralelu. Vytvafi tak mezi sebou jednu z nejhtife zdolatelnych ptirodnich bariér, kterd brani
pfechodiim i u protistnich druhti, a to i navzdory jejich pocetnym populacim, schopnostem
disperze na velké vzdalenosti ¢i velké rychlosti mnozeni (Logares et al. 2009).

Historie pfechodii mezi témito prostiedimi zapocCala pro fotosyntetickd eukaryota
pravdépodobné na sladkovodni strané této bariéry. Lze tak usuzovat ze sladkovodniho vyskytu
sinice Gloeomargarita lithophora, kterd je nejbliz§i znamy piibuzny recentnich plastidi
(Ponce-Toledo et al. 2017) a podobného vyskytu vétSiny zéastupch Glaukofyt, jakoZto
pravdépodobné bazalni linie Archaeplastida (Reyes-Prieto and Bhattacharya 2007). Dnes tfasy
najdeme v hojném zastoupeni v obou prostfedich a nekteré znich se dokonce vyskytuji
v Sirokém gradientu salinity. Jedna se o euryhalinni fasy, které jsou prostfednictvim zmén ve
svém proteomu schopné ovliviiovat osmoregulaci, fotosyntetickou aktivitu, tvorbu pohlavnich
utvarid ¢i svou morfologii. Pfi¢emz tyto adaptace na Siroky gradient salinity se zdaji byt pro
pfechod mezi motskym a sladkovodnim prostfedim kli¢ové.

Diky novym fylogenetickym analyzdm a popisovani novych druhl pfibyvaji data, kterd nam
Casto pomadhaji rozkliovat vztahy mezi motskymi a sladkovodnimi liniemi. Nasledn¢ pak
muzeme z fylogenetickych stromti odvozovat scénare piechodi k jakym v minulosti ve
studované linii dochazelo. Pfikladem mohou byt chrysofyta, kterym se vénuje posledni kapitola
této bakalafské prace. Ackoliv je drtivd vétSina druhl této linie popsdna ze sladkych vod,
prostiednictvim enviromentalniho sekvenovani, popisovani novych druhit a nasledné
fylogenetické analyzy se ukazalo, Ze motska diverzita této skupiny je mnohem vétsi, nez se
diive predpokladalo a ze k pfechodiim mezi mofem a sladkou vodou dochazelo u chrysofyt

pribézné a relativné Casto.



1 Sladkovodni a motské prostiedi

vvvvvv

biotu. Rozdéluje vodni habitaty do dvou hlavnich skupin, a to na sladké a slané. Tato prostiedi
jsou ov§em na Zemi zastoupend ve znaéném nepomeru. Ptiblizné 97,6 % veSkeré vody na zemi
je slané a pouze 2,4 % ndlezi vodé sladké, pficemz naprostd vétSina sladké vody je podzemni
¢i ve formée ledu. A ackoliv povrchova sladka voda tvoii pouze zbylych 0,009 % hydrosféry, je
toto prostfedi z pohledu evolu¢ni historie neméné vyznamné.

Jeden z hlavnich pfirodnich procesti, zptsobujici rozdilnou salinitu mezi vodnimi télesy je
velky hydrologicky cyklus, pfi némz dochazi k pfesuniim vody mezi svétovym oceanem a
pevninou. Diky plsobeni slune¢ni energie se odpatfuje voda z hladiny ocednu, ¢imz v ném
zvySuje koncentraci soli. Ve formé srazek poté Cast dopadne na pevninu, kde se pomalu
v oceanech vede k dalSimu narustu salinity. Ve vysledku se diky t€émto procesiim zastoupeni
biogennich prvki a sloucenin mezi obéma prostfedimi vyrazné 1isi.

1.1 Moftské prostiedi

Nejprve je dulezité si uvédomit, Ze sland voda neni pouze koncentrované verze vody sladké.
Oproti sladkovodnimu prostiedi je zde primarni produkce limitovana piedev§im dostupnosti
dusiku nebo stopovymi prvky jako je Zelezo a pievazuji zde sodné ionty (Na*). Eluované
vépenaté ionty (Ca®") se totiZ ve vodnich tocich snadno vysrazi a usadi jako uhli¢itan vapenaty
(CaCOs3), zatimco sodné ionty (Na") zistavaji rozpusténé a putuji az do mote. Avsak hlavnim
rozdilem je samoziejmé celkoveé vyssi koncentrace soli. O slané vod¢ mluvime tehdy, pokud je
jeji salinita vys$si nez 30 g rozpusténych soli/L, pfi¢emz soucasny prumér salinity svétového
oceanu ¢ini 35 g rozpusténych soli/L. Ale nebylo tomu tak vzdy, v poslednich 600 milionech

let jeho salinita oscilovala v rozmezi mezi 30 aZ 60 g rozpuSténych soli/L (Hay et al. 2006).

Také obecné pfevazuje nazor, Ze zivot vznikl praveé v hypersalinnim oceanu se salinitou nad 80
g rozpusténych soli/L. Odtud poté zivot postupné kolonizoval sladkovodni a pozdéji terestrické
prostiedi (Martin et al. 2008). Nasvédcuje tomu také fakt, Ze koncentrace iontll v télnich
tekutinach je obdobna jako u motské vody (Pinti 2005). Existuje ovSem i alternativni scénaf ve
kterém Zivot pochazi ze sladkovodniho prostiedi a moie kolonizoval az sekundarn¢ (Wellman
and Strother 2015). Kolonizace motskych habitatii pak mohla byt pouze odpovéd’ na nepiiznivé

podminky na povrchu planety.



1.2 Sladkovodni prostiedi

Sladké vody mayji salinitu nizsi nez 0,5 g rozpusténych soli/L (svétovy pramér ¢ini 0,12g/L
rozpusténych soli), jejich primarni produkce je limitovana pievazné dostupnosti fosforu a
prevazuji zde véapenaté ionty (Ca?"). Od viceméné homogenniho moiského prostiedi se viak
odliSuje hlavné svou vysokou variabilitou. Slozeni sladkovodniho prostfedi totiz zalezi
mnohem vice na jeho okoli a oproti motskému prostiedi je podstatné vice ovliviiovano faktory
jako jsou chemické interakce s ptidou, geologicky kontext, kvalita a kvantita srazek, teplota,
dostupnost zivin a dal§imi. Jejich plisobeni muze ovlivnit i salinitu a zastoupeni iontd.
Napftiklad u vodnich téles, kde pievazuje zasobeni podzemni vodou, je koncentrace soli z
vétSiny ovlivnéna sloZenim podlozi. Zpravidla jsou také bohaté na kiemik a draslik a nachdzi
se ve vysSich nadmotskych vyskach. Oproti tomu tam kde pfevazuji v ptisunu vody srazky, ma

voda sloZeni iontli podobné jako voda motska, a to i hluboko ve vnitrozemi (Ronald 1970).

2 Bariéra mezi sladkovodnim a motskym prostfedim
Prostiedi s rozdilnymi podminkami pro zivot od sebe odd¢€luji pomysiné bariéry. A obzvlasté

tu mezi moiskym a sladkovodnim prostfedim je velmi nesnadné prekonat. Obtize pii pfechodu
spojené pievazné s rozdilnymi fyzikdlné-chemickymi podminkami v obou prostiedich sdili
vodni organismy napfi¢ fylogenetickym systémem (Lee and Bell 1999). Tudiz k pfechodim
mezi témito prostiedimi dochézi jen velmi zfidka a naprosta vétSina jich probéhla z evolu¢niho
hlediska jiz velmi davno. Neptekvapi tedy, ze motiské a sladkovodni organismy si nejsou
obvykle blizce piibuzné a casto se sdruzuji do odlisSnych moiskych a sladkovodnich
fylogenetickych linii (Cavalier-Smith 2009).

2.1 Salinita

Hlavni fyzikalné-chemicky faktor, ktery tvofi bariéru mezi sladkovodnim a motskym
prostfedim je salinita. Jeji zména ovliviiuje zvlasté metabolické pochody a zvysuje energetické
naklady na osmoregulaci (Oren 2001). V dasledku pak ma pravdépodobné i vliv na distribuci
a evoluci taxont, coz dokazuji studie z Gsti fek, které¢ ukéazaly, Ze zmény v druhovém sloZeni
mikrobidlnich spolecenstvech v zavislosti na salinit€ jsou spise drastické nez postupné (Bouvier
2002). Podobnych vysledkii se dosahlo i béhem laboratorniho pokusu, pfi kterém se sledovala
zména druhového slozeni mikrobidlniho spolecenstva z ptilivové zony v zavislosti na salinité
vody, kterou byl substrat promyvan (Coci et al. 2005). Vliv salinity na druhové slozeni byl
pozorovan také u protistnich linii. Pfikladem mohou rozsivky ¢i chrysofyta s kfemicitymi

strukturami, u kterych spole¢né s rostouci salinitou klesala jejich druhova diverzita (Némcova



et al. 2016; Underwood et al. 1998). Lze tedy soudit, Ze slozeni mikrobialnich a protistnich
spoleCenstev ovliviiuje nejvice salinita, nikoliv teplota nebo pH (Lozupone and Knight 2007).
2.2 Ekologicke faktory

Pti pfechodu do nového prostiedi se noveé piichozi druh musi vyrovnat nejen s rozdilnymi
fyziologickymi podminkami, ale také byt schopen konkurovat jiz adaptovanym mistnim
organismiim. To ovSem neni jednoduché, jelikoz obecné plati, ze dobfe adaptované ptivodni
organismy jsou ve svém habitatu v kompeti¢ni vyhod¢ oproti vetfelcim z jinych prostredi.
Nov¢ ptichozi druhy se navic nejcastéji vyporadavaji s novym prostiedim navozenim jakéhosi
pasivniho stavu. Obvykle vypnou fadu metabolickych procesti a vyckavaji, dokud se okolni
podminky opét nevrati do hodnot, na kter¢ je adaptovana jejich fyziologie (Vermeij and Dudley
2000). Jinymi slovy, mnoho organismu je po pfechodu do rozdilného prostiedi neaktivnich, a
tedy 1 neschopnych kompetice. A tak pouze u téch organismil, které i po ptechodu do rozdilného
prostfedi zlstanou aktivni, lze ocekavat, Ze zvladnou kompetovat s jiz adaptovanymi
puvodnimi druhy.

Velky vliv na tuspéSnost pfechodi mé také druhové sloZeni mistniho spolecenstva.
Z ekologickych studii vyplyva, ze spoleCenstva svyssi diverzitou a vétSim poctem
specializovanych druhti jsou vice odolna proti invazim. Divodem je predev§im obsazenost
vétSiny moznych ekologickych nik mistnimi druhy. Timto lze také zdivodnit, pro¢ vétSina
pfechodli z moifského do sladkovodniho prostfedi probéhla v dobé, kdy nové vznikajici
sladkovodni télesa méla oproti oceanu chudsi biotu a motské invazni druhy tak méli k dispozici

velké mnozZstvi volnych ekologickych nik (Vermeij and Dudley 2000).

3 Morfologicka komplexita a jeji vliv na ptechody

Pti zkouméani prechodii u skupiny organismil jako jsou fasy, musime brat v potaz i jejich
zna¢nou ruznorodost. Jelikoz jde o polyfyletickou skupinu zahrnujici mnoho neptibuznych
taxondl napfi¢ celym eukaryotickym systémem, lze mezi fasovymi zastupci nalézt jak
morfologicky jednoduché jednobunécné organismy, tak i mnohobunécné se stélkou, ktera se
svou morfologickou slozitosti podoba vyssim rostlindm. A pravé morfologickd komplexita a
jeji disledky maji na Cetnost a uspéSnost prechodli mezi prostiedimi nepochybné podstatny

vliv.



3.1 Jednodussi morfologie, Gispesnéjsi prechody

Z hlediska morfologické komplexity lze organismy zakladné rozd€lit na mnohobunécné a
obecn¢ platného néazoru, ze kUspéSné kolonizaci prostfedi pfispiva predev§im pocet
kolonizatort a schopnost jejich disperze (Martiny et al. 2006). A prave protista oproti vétSing
mnohobunécénych organismi disponuji pocetnéjsSimi populacemi (Weisse 2008), jsou snaze
roznaSeny na vétsi vzdalenosti (Falkowski et al. 2008) a také se rychleji mnozi (Giovannoni
and Stingl 2005). Neni tedy divu, Ze i mnohobunéénym makrotasam slouzi k Sifeni prevazné
jednobunécna stadia jako gamety, spory, cysty a jim podobné. Mnoho teoretickych modeli
navic podporuje myslenku, Ze mikrobidlni spolecenstva maji i vyssi genetickou diverzitu (Mes
2008). Genotypove bohatsi invazni linie ma pak vétsi Sanci, Ze jedna z genovych kombinaci se
po vystaveni novym zivotnim podminkdm ukdze jako vhodna pro Zivot na novém stanovisti a
prispéje tak k uspé$né invazi. To, ze jednobunécné organismy mohou Iépe zdolavat
enviromentalni bariéry a pocet jejich uspéSnych invazi je vyssi, vyplynulo i z ¢lanku Logares
et al. (2009), ktery shrnuje danou problematiku.

3.2 Problematika biogeografie protist

To, sjakou lehkosti mohou protista zdolavat enviromentalni bariéry a prizpisobovat se
rozdilnym podminkam, nabada k otazce, zda vibec néjaké z téchto bariér brani volné zijicim
protistim v jejich kosmopolitnim rozsifeni. O zodpovézeni této otazky se pokusil nizozemsky
mikrobiolog Lourens Baas Becking, ktery na zédklad€ svych pozorovani zjistil, Ze ve slanych
jezerech po celém svéte Ziji stejna protista adaptovana na toto extrémni prostiedi. Toto zjisténi
ho roku 1934 dovedlo k vysloveni hypotézy: ,,VSechno je vSude, ale prostfedi je limitujici.*
(De Wit and Bouvier 2006). Prvni ¢éast tohoto ubikvitniho modelu biogeografie protist
poukazuje na fakt, Ze bariéry nehraji v rozSifovani mikrobil zdsadni roli, a to jak v lokalnim,
tak globalnim meéftitku. Tato hypoteticky neomezend disperze pfiméla mnoho vyzkumnych
tymu k ndzoru, Ze motské a sladké vody byly osidleny prakticky stejnymi mikrobidlnimi taxony
(Hahn 2006).

Avsak soucasné vyzkumy zjist'uji, Ze mnoho protistnich druht ma jen omezeny vyskyt. Tato
zjisténi sice podporuji Baas-Beckingovu myslenku, Ze prostiedi je limitujicim prvkem v Sifeni
mikrobl a také castecné odpovédné za prostorovou variabilitu mikrobidlni diverzity, avSak
popiraji druhou ¢ast jeho hypotézy ,,vSechno je vsude* (Cho and Tiedje 2000). Kompromisem
je recentné preferovany umirnény ubikvitni model, ktery sice pfipousti, Ze vétSina protist ma
kosmopolitni rozsifeni, ale dava diraz 1 na skutec¢nost, ze enviromentalni bariéry méli vliv na

jejich rozsifeni a existuji tedy i protistni endemické druhy (Foissner 1999).
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4 Moftsky vs. sladkovodni ptivod fotosyntetickych eukaryot

Chceme-li se zabyvat prechody mezi mofem a sladkymi vodami u fotosyntetickych eukaryot,
musime se nejdiive pokusit o urceni prostfedi ve kterém vznikla. Pokud zjistime, v jakém
prostiedi maji piivod, dostaneme razem i odpovédi na otdzky, které pifimo souviseji s prechody
mezi sladkovodnim a motskym prostiedim. Zejména na jaké prostiedi byl primarn¢ adaptovan
jejich predek a v jakém sméru probihal prvni pfechod mezi témito prostfedimi.

Obecné se predpokladd, ze k primarni endosymbidze doSlo mezi sinici (Cyanobacteria) a
spoleénym piedchiidcem zelené (Viridiplantae), cervené (Rhodophyta) a glaukofytni
(Glaucophyta) linie (Rodriguez-Ezpeleta et al. 2005). Az poté byl plastid pfenaSen pomoci
sekundérni az komplexni endosymbidzy na ostatni fotosyntetické linie (Archibald 2009).
NejspiSe k tomu tak doslo zhruba pied 2100 az 900 miliony let. Odhady se lisi v zavislosti na
pouzitych metodach ¢i rozdilné interpretaci fosilii (Cavalier-Smith 2009; McFadden 2014).
V jakych fyzikdlnich podminkach k této udalosti doslo je vsak zatim nejisté. Leccos lze ale
odvodit z bliz§iho prozkoumani organismi blizce pfibuznych tém, u kterych k této udalosti
doslo.

4.1 Puvod z hlediska plastidu

Sinice (Cyanobacteria), jakoZto jedina znamé prokaryota schopna oxidativni fotosyntézy, nejen
zasadné¢ pozmeénily biochemické cykly na planeté¢ (Falkowski et al. 2008), ale také daly
vzniknout chloroplastu (Keeling 2010). Nejen z téchto diivoda je pochopeni evoluéni historie
sinic stézejni pro objasnéni podminek, za kterych vznikla a diverzifikovala prvni

fotosyntetizujici eukaryota.

Nejdiive je potieba se zeptat, v jakém prostiedi maji piivod samotné sinice. Studie Dagan et al.
(2013) se pii hledani odpoveédi zameéfila na fotosynteticky aparat. Diky porovnani genomi
vybranych sinic pak dospéla k nazoru, ze pro vznik fotosyntézy vyuzivajici hydrolyzu je
pravdépodobné nutny sladkovodni piivod. Sladkovodnimu piivodu také nasvédcuje studie
provadéjici fylogenetickou analyzu geni kodujici osmolity (Blank 2013). Ukazuje, Ze geny pro
syntézu sachardzy jsou u sinic ancestralni, pficemz syntéza sachardzy je siln¢ spojena s ristem
v prosttedi s nizkou salinitou. Kromé toho geny pro syntézu dalSich osmolitd nutnych pro
preziti v mofském a hypersalinnim prostfedi (napft.: glukosylglycerol, glukosylglycerat a
trimethylglycin) byly pravdépodobné ziskdvany az mnohem pozdéji. Musime brat v potaz i

fakt, ze v porovnani s dneskem byla teplota i salinita prekambrickych oceanii mnohem vyssi
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(Huston et al. 2010) a jejich prostiedi vyrazné bohatsi na vépenaté ionty a jod (Pinti 2005).
Navic v obdobi pred 2500 az 580 miliony let byly oceany pravdépodobné anoxické nebo
obsahovaly pouze nizkou koncentraci kysliku (Johnston et al. 2009).

Pti hledani sinice nejpiibuznéjsi dnesnim plastidiim, ukazala fylogeneticka analyza zaloZzena na
tficeti rozdilnych sinicovych taxonech na sinicovou skupinu obsahujici jak
sladkovodni/terestrické (Synechocystis) tak moiské druhy (7richodesmium) (Ochoa De Alda et
al. 2014). Avsak recentni a obsahlejsi studie Ponce-Toledo et al. (2017) urcila jako nejblizsi
kultivovatelnou ptibuznou primarnich plastidii sinici Gloeomargarita lithophora. Tento druh
patii k neddvno objevené sinicové linii rozsitené ve sladkovodnich mikrobidlnich biofilmech.
Ekologicka distribuce této linie tedy podporuje myslenku, Ze primarni endosymbidza prob¢hla

ve sladkovodnim prostfedi a naznacuje, v jakych konkrétnéjSich podminkach k ni mohlo dojit.

)
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Obrazek 1: Bayesovsky fylogeneticky strom zaloZeny na konkatenaci 97 proteinti kddovanych plastidy
nebo jejich sinicovymi homology. Vétveni podporované pravdépodobnosti 1 je vzdy vyznacené ¢ernou
teCkou, pricemz tato pravdépodobnost podporuje i vétveni mezi plastidy a sinici Gloeomargarita
lithophora. Ve stfedu je tato sinice na uméle nabarveném obrazku ze skenovaciho elektronového
mikroskopu. Z obrazku lze vyc¢ist i morfologii a stanovisté ze kterého sinice pochazi. Podle Ponce-
Toledo et al. (2017).
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4.2 Puvod z hlediska hostitele

Eukaryotni organismus ucastnici se primarni endosymbidzy byl velice pravdépodobné
spolecnym predkem Archaeplastid (Rodriguez-Ezpeleta et al. 2005), avSak historie bazalniho
vétveni této superskupiny zatim neni zcela zndma (Jackson and Reyes-Prieto 2014). I ptes to
se za bazalni linii povazuji Glaucophyta a to nejen z divodu primitivni morfologie jejich
plastidl (Reyes-Prieto and Bhattacharya 2007). Z faktu, ze zastupci této linie se vyskytuji témét
vyhradné ve sladkych vodach (Jackson et al. 2015), mizeme usuzovat, Ze z podobného
prostiedi pochazel i jejich ptredek. Podobné tak lze postupovat i u linie Cervenych fas
(Rhodophyta), u které zastupci bazalni skupiny (Cyanidales) obyvaji horké prameny s riznou
salinitou a chemickym slozenim. Tomu, Ze Cervend linie fas pravdépodobné pochazi z
extrémniho prostiedi, navic nasvédcuje i to, Ze maji oproti ostatnim volné zijicim fasovym
skupindm zna¢né¢ redukovany genom (Qiu et al. 2015). U zbyvajici linie (Viridiplantae) vSak
pti hledani jeji bazalni skupiny nastava problém. Béhem evoluce (pted 1200 az 800 miliony
let) se totiz rozd¢lila se na dvé hlavni linie: chlorofytni a streptofytni (Leliaert et al. 2012). Ob¢
linie stejné jako zastupci jejich bazalnich skupin vSak dominuji v opacnych prostiedich.
Chlorophyta v motském a Streptophyta ve sladkovodnim a terestrickém prostiedi. Narozdil od
Glaucophyt a ruduch, které maji pravdépodobné ptivod v prostiedi jiném nez motském, si tedy
nelze domyslet jaké z prostiedi je pro Viridiplantae piivodni.

Vse tedy nasvédcuje tomu, Ze prvni fotosyntetizujici eukaryota vznikla ve sladkovodnim
prostiedi. AvSak i tato pfedstava ma sva slaba mista. Jeden z nejvyznamnéjSich protiargumentt
predpokladd, ze v dobé, do niz byla datovdna primarni endosymbidza, chybély stalé
sladkovodni biotopy ¢i biologicti vektofi schopni pfenaSet fasy nebo alespon jejich spory mezi
docasnymi sladkovodnimi stanovisti. NejstarSi znama jezera a feky jako je naptiklad jezero
Bajkal (staré 25 miliont let) ¢i feka Finke (stard 350 miliont let) jsou stale pfili§ mladé na to,
aby v nich mohla tato udéalost probéhnout (Colman et al. 2003; Haines et al. 2001). S moZznym
vysvétlenim pfisli Wellman and Strother (2015) , kteti datovali za pouziti geochemickych
modelt vznik primarni produkce v terestrickych podminkach jiz do obdobi pted 3 az 2,7
miliardami let, ¢imZ pfipustili mozZnost, Ze jiz tehdy mohla existovat aeroterestrickd biota
zajiSt'ujici pfesun prvnich fas mezi efemernimi sladkovodnimi stanovisti. Lze si také predstavit,
Ze tyto organismy zacaly hojné vyuzivat nové vznikajici sladkovodni prostiedi jako utocisté

pred tehdy intenzivnéjSim UV zafenim (Mulkidjanian et al. 2006). Tento pfechod do nového
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prostiedi by také mohl byt impulsem pro evolu¢ni udélosti, které vyustily v prudkou radiaci

Archaeplastid.
Plantae sensu fato or Archaeplastida
“Prasinophytes”
Chierodendrophyceas
Trebouxiophyceae
Chicrophyceae
Phagotraphic Uhvophyceae
Eukaryote
Cyanabacteria Chiorokybophyceae ‘-Firidlplantaa
or Chloroplastida
&2 ‘ Mesostigmatophyceae
=
Primary

Endasymbiosis EyQ i matoph yoba
Cobsochaetophy ceae
“Embryophylos™
Cyanidiophyceas
Prirfary Porphyridiophyoeae

Mastid
Arenaspiastias Stylonematophyoeae

Rhodoplantae
or Rhodophyta

COrMGn Sncesbor

Compsopogonophyceae

Rhodeliophyceae
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Florideophyceae
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Obrazek 2: Schematicky fylogeneticky strom znazoriujici hypotézu spole¢ného ptivod Archaeplastid.
Nalevo je vyobrazeny predpokladany ,hostitelsky“ predek, tedy fagotrofni eukaryot s dvéma biciky,
ktery zachytil fotosyntetizujici sinici jako béznou Cast své potravy. Nasledné bunécné a molekularni
udalosti daly vzniknout primarnimu plastidu, a tedy i domnélému piedku vSech Archaeplastid. Podle
Jackson et al. (2015)

5 Adaptace na Siroky gradient salinity

Pti pfechodu do prosttedi s rozdilnou salinitou je fasa okamZité vystavena osmotickému stresu,
ktery ma ptfimy dopad na jeji bunéény vodni potencidl a nasledné také na naruSeni homeostaze
iontl zptisobené jejich nadbyteCnym piisunem ¢i ztratou (Kirst 1990). V reakci na tyto zmény
poté dochézi k naruSeni mnohych metabolickych procesii, coz mize postupné vést az k amrti
organismu (Martins et al. 1999). Existuji vSak adaptace umoziujici fasam tyto nahlé zmény
v salinit¢ ptekonat, a dokonce v novych podminkach nadale rtst a délit se. A pravé tyto
adaptace umoznujici pfezivani v Sirokém gradientu salinity se zdaji byt zasadni pro uspésny
pfechod mezi slanymi a sladkymi vodami. Tyto euryhalinni organismy ndm prostfednictvim

adaptacnich experimentii poskytuji podstatné informace nejen o fungovani a vzniku potiebnych
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adaptaci, ale také pomahaji nastinit mechanismy procesi, hrajicich roli pfi pfechodech mezi
sladkovodnim a motskym prostfedim.

5.1 Geneticka adaptace

Aby organismus prezil zménu salinity, musi nutné pfizplsobit svou fyziologii novym
podminkam. A ma-li dojit k nezbytnym fyziologickym zménam, musi nejprve dojit ke zménam
genetickym. Tyto zmény Ize rozd¢lit na konstitutivni (ireverzibilni), pfi nichz dochazi piimo ke
zménam sekvence DNA a indukované (reverzibilni), u kterych dochazi pouze k pozménéni

genove exprese (Lachapelle et al. 2015).

5.1.1 Konstitutivni genetické zmény
Mezi hlavni mechanismy, které davaji vzniknout konstitutivnim genetickym zménam, patii

pfedevsim vytvareni novych genetickych kombinaci pfi pohlavnim rozmnoZovani a nasledné
pusobeni selekéniho tlaku (Lachapelle et al. 2015). Selekéni tlak v nepiiznivych podminkach
také plsobi na redukci jiz nepotfebnych gent. AvSak diky ztratam téchto piebytecnych gent se
o to vice na vysledném fenotypu projevuji nové ziskané vyhodné geny ¢i alelické kombinace
(Foflonker et al. 2018). OdlisSny mechanismus byl zjistén u zelené fasy rodu Picochlorum, u
které se potvrdil pfenos genl zvySujicich toleranci proti salinité¢ od prokaryot pomoci
horizontdlniho genového transferu (Foflonker et al. 2018). S dal$im moZnym piikladem
genetické adaptace pfisla také studie Cabello-Yeves and Rodriguez-Valera (2019), ktera
porovnala sloZeni proteomu u motskych a sladkovodnich fasovych linii. Na zaklad¢ rozdilného
prerozdéleni izoelektrickych bodl zjistila, Ze se sloZzeni aminokyselin mezi motskymi a
sladkovodnimi druhy vyrazné lisi. Sladkovodni druhy maji proteom vice acidicky, coz lze

vysvétlit naptiklad mensi dostupnosti sodikovych iontl ve sladkovodnim prostiedi. Tyto

Y

vvvvv

(Lachapelle et al. 2015).

5.1.2 Indukované genetické zmény
Pti indukovanych genetickych zménach dochazi k modifikacim proteomu bez zmény samotné

genetické informace. Tim je umoznéno adaptivné odpovidat na zmény podminek ptimo jedinci
a umoznuji tedy 1 pfenos konstitutivni zmeény do dalSich generaci. Tyto zmény v proteomu jsou
u euryhalinnich organismil schopné zajistit tolerovani salinity mnohdy od hodnot sladké vody
po moiskou (Dittami et al. 2012). Pfi adaptacnich experimentech se navic ukazuje, Ze n¢které
z probéhlych prechodl jsou stdle reverzibilni, jako je tomu naptiklad u pfechodi roda
Ectocarpus a Ulva do sladkovodniho prostiedi (Dittami et al. 2012; Ichihara et al. 2011). U

motské a sladkovodni linie rodu Ectocarpus dokonce nebyla zjisténa rozdilna genova exprese
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v motském médiu (Dittami et al. 2012). Zmény v expresich genti 1ze také rozliSit na kratkodobé,
které odpovidaji spiSe na osmoticky a iontovy Sok a dlouhodobé, které maji sviij vrchol exprese
po 1 az 4 hodinach od vystaveni rozdilné salinité a nasledn¢ se po lehkém a pomalém poklesu
jejich zvysend hodnota exprese ustali (Ichihara et al. 2011). Pravé pies tyto dlouhodobé
koordinované genové regulace vede jedna zcest ke vzniku adaptaci na stres zplisobeny
zvySenou salinitou (Foflonker et al. 2018).

5.2 Fyziologické adaptace

Jak uz bylo zminéno vyse, genetické zmény vedou k fyziologickym adaptacim. Tyto adaptace
umoziuji, aby byla po salinnim Soku znovu obnovena osmoticka a iontova rovnovaha, ¢innost
fotosyntézy, s ni souvisejici rust a dalsi nezbytné biologické procesy.

5.2.1 Osmoregulace

Je vice moznosti, jak znovu dosdhnou osmotické a iontové rovnovahy po zméné salinity
v okolnim prostfedi. Rasy nej¢ast&ji vyuzivaji pulzujici vakuoly, iontovych transportérii nebo
syntézy ¢i degradace kompatibilnich soluti.

Pulzujici vakuola se nachédzi vyhradné u sladkovodnich protist (Cavalier-Smith 2009). Jejim
ucelem je pumpovat z organismu piebytecnou vodu a odpadni latky rozpustné ve vode¢.
Permeabilita jeji membrany je zajiSténa aquaporiny a pifi zméné osmotickych podminek se
témer nemeéni (Komsic-Buchmann et al. 2014). Pti zvySujici osmotické sile média se vSak
zkracuje interval jejich kontrakci a roste také jeji celkova velikost (Cronkite et al. 1991).
Sladkovodni fasy tyto zmény v aktivité kontraktilni vakuoly vyuzivaji pro pfizptisobeni se
novym osmotickym podminkdm mnohem casté€ji nez zmény v cytosolické osmolarité nebo
propustnosti plazmatické membrany (Komsic-Buchmann et al. 2014).

Dalsi z moZnosti, jak znovu dosdhnout osmotické rovnovéhy, je transport iontl skrze bunécnou
membranu za pomoci molekularnich pump, transportéra a kanalii. Pfi¢emz mira tolerance vici
salinité¢ je zavisla predev§im na zplsobu regulace transportu iontll neZ na odliSnosti ¢i
zastoupeni (Beilby 2015). Mezi hlavni ionty, které se zapojuji do procesti osmoregulace, patii
K", Na®, ClI" a Ca*" (Kirst 1990; Wegmann 1986). Poméry vnitrobun&éného zastoupeni téchto
iontll se v zavislosti na salinit€ obyvaného habitatu znaéné 1isi. U mofiskych linii 1ze naméfit
zvy$ené vnitrobun&éné koncentrace Na', zatimco u sladkovodnich jsou to pfedev§im vyssi
koncentrace K*, ale také nitrati, sulfatl, aminokyselin a amoniaku (Dittami et al. 2012). Zmény
koncentraci téchto iontl se miZou vlivem rozdilné salinity ménit 1 v bunéénych
kompartmentech jako jsou bunécna sténa, vakuola ¢i cytoplasma (Mostaert et al. 1996)
Makrotasy mohou vyuzivat i tzv. volného osmotického prostoru, ktery se nachéazi v té€sné
blizkosti jejich stélky. Béhem hypotonického Soku do néj vypusti ionty (predevSim CI°) a pfti
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nastoleni ptiznivych podminek je znovu absorbuji (Gessner and Hammer 1968). Podobné miize
nartstat koncentrace amoniaku v okoli makrofas rostoucich v fi¢nich deltach pii ndrazovém
snizeni salinity (Kamer and Fong 2000), avSak miize jit jen o odpadni produkt pfi rozkladu fasy

(Sfriso et al. 1987).

Vysoka vnitini koncentrace K™ je u euryhalinnich fas jako je Ulva intestinalis Casto nutna
k udrZzeni metabolické aktivity a malokdy kolisa (Ritchie and Larkum 1985). Koncentrace
ostatnich ionti se vSak béhem osmotickych Sokli vyrazné¢ méni coz miize vést k inhibici
dalezitych enzymi. Ve vétsing piipadt proto do hodiny po rychlém narustu jejich koncentrace
ptichazi rychly pokles a jejich osmoregulacni funkci nahradi nové syntetizované kompatibilni

soluty (Kirst 1990; Kakinuma et al. 2004).

Kompatibilni soluty jsou osmoticky aktivni nizkomolekuldrni slouceniny, které i za vysokych
koncentraci neovliviiuji biochemické reakce v buiice (Wegmann 1986), pticemz nckteré maji
pozitivni vliv 1 na stabilitu makromolekul (Kirst 1990). Diky jejich syntéze ¢i degradaci mize
buiika upravovat sviij osmoticky potencil a vyrovnat se tak s osmotickym stresem.
NejcastéjSimi kompatibilnimi soluty jsou polyoly mannitol, sorbitol, floridosid, isofloridosid,
glycerol, dale pak prolin, riizné betainy a sacharidy sachardza, manoza ¢i Skrob. Ale 1 kdyz jsou
vSechny vysoce rozpustné, mize pii vysokych hodnotach salinity dojit k jejich satura¢nimu
limitu. Kvuli takovymto piipadiim nekteré fasy vyuzivaji kombinace n€kolika kompatibilnich
solutil (Kirst 1990) (viz. tabulka 1).

Z chemického hlediska se nejvice kompatibilnich solut fadi mezi polyoly, které jsou bohaté
na uhlik. Jejich koncentrace se obvykle zvySuje spole¢né s rostouci salinitou média, coz
v zavislosti na jejich sloZeni ovliviiuje 1 nasledny pomér celkového uhliku a dusiku
v organismu. Zpravidla plati, Ze polyoly a sacharidy se hojn&ji vyskytuji v moiskych a
halofilnich liniich, zatimco aminokyseliny, amoniak a nitraty ptevladaji v liniich sladkovodnich
(Dittami et al. 2012). Zménu celkového poméru téchto dvou prvkl lze sledovat 1 pfi
aklimatizaci na zménu salinity u euryhalinnich fas (Reed 1985; Dittami et al. 2012). Obdobné
se u fasy Chlamydomonas reinhardtii pti narustu salinity zvysSila i exprese genll u€astnicich se
metabolismu hlavnich sacharidl jako je Skrob, sachardza a glukoza (Wang et al. 2018).
Existuji ale 1 dalsi latky, které se v fasach akumuluji v zavislosti na zménéch salinity. Ve studii
Ichihara et al. (2009) bylo zjiSténo, ze fasa Ulva limnetica ve sladkovodnim prostiedi produkuje
mnohem vice lectin-like proteinu nez v motském prostiedi. Jeho pfesnd funkce je ale zatim
neznama. Spekuluje se, ze by mohl vazat uhlohydrat piasobici jako kompatibilni solut a

nasledné jej aglutinovat ¢i pienaSet do vakuoly a tim pomahat v regulaci osmotického tlaku.
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Dalsi vyznamnou latkou je dimethylsulfoniopropionat (DMSP) vyskytujici se spole¢né
s dalsimi kompatibilnimi soluty u mnoha motskych fas (Kirst 1990). Avsak DMSP se ve
vetsing pripadi nepodili na kratkodobém osmotickém pfizpiisobeni a jeho hladina se méni
pouze s dlouhodobym osmotickym stresem (Edwardset al. 1988; Dickson et al. 1982). Najdou
se ovSem 1 vyjimky. U rozsivek Zzijicich pod moiskym ledem pfi studii Lyon et al. (2011)
narostla hladina vnitrobunééného DMSP o 85% jiz po 48 hodinich od zmény podminek ze
salinnich na hypersalinni. DMSP ovSem nemusi mit pouze funkci kompatibilniho solutu, ale

muze slouzit také jako kryoprotektant, antioxidant a v neposledni fad¢ je to také dilezity

prekurzor dimethylsulfidu (DMS) (Lyon et al. 2011; Burdett et al. 2015).

Rhodophyceae Prasinophyceae

Iridophycus flaccidum Floridosid Asteromonas gracilis Glycerol

Porphyridium purpureum Prolin + dal$i aminokyseliny Platymonas suecica Mannitol

Porphyra perforata Floridosid + Isofloridosid Platymonas Mannitol

subcordiformis

Corallina officinalis Floridosid + Isofloridosid Pyramimonas sp. Mannitol

Rhodymena foliifera Floridosid + Isofloridosid Bacillariophyceae

Chrysophyceae Cyclotella cryptica Prolin + Glutamat

Poterioochromonas danica Isofloridosid C. meneghiniana Prolin

Poterioochromonas Isofloridosid Navicula sp. Prolin

malhamensis

Monochrysis lutheri D(+)-1,4/2,5- Phaeodactylum Prolin
Cyclohexanetetrol tricornutum

Eustigmatophyceae Cylindrotheca fusiformis Manbza

Monallantus salina Mannitol + Prolin Chlorophyceae

Phaeophyceae Dunaliella parva Glycerol

Ascophyllum nodosum Mannitol Dunaliella tertiolecta Glycerol

Fucus serratus Mannitol Dunaliella viridis Glycerol

Fucus vesiculosus
Pilayella littoralis

Prolin + dal$i aminokyseliny
Mannitol

Chlorella emersonii
Chlorella salina

Prolin + Sachar6za
Prolin

Colpomenia sinuosa Mannitol Stichococcus bacillaris Sorbitol + Prolin
Dictyota dichotoma Mannitol Stichococcus chloranthus | Sorbitol + Prolin
Ecklonia radiata Mannitol Chlamydomonas sp. Glycerol

Tabulka 1: Casteény prehled organickych kompatibilnich solutii a jejich kombinaci, které se vyskytuji

u riiznych rasovych skupin. Podle Wegmann (1986)
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5.2.2 Fotosyntetickd aktivita
Zmény salinity u fas podstatné ovliviuji také strukturu a funkci fotosyntetického aparatu, coz

ve veét§ing piipadl vede ke snizeni jejich fotosyntetické aktivity (Kirst 1990). Hlavnim z diivoda
je naruseni bunécné homeostaze pii osmotickém stresu, které vede k nadprodukci kyslikovych
radikala (ROS) v chloroplastovém a mitochondrialnim elektronovém transportu. ROS poté
zpisobuji poskozeni lipidli, uhlohydratd, bilkovin a DNA, coz nakonec vede k oxidacnimu
stresu nebo piipadné programované bunécné smrti, apoptoze (Perrineau et al. 2014). Aby se
zamezilo toxicité ROS, vyvinuly fasy a rostliny obranné systémy tvofené neenzymatickymi a
enzymatickymi slozkami. Hlavnimi neenzymatickymi slozkami jsou ve vod¢ rozpustny
gluthathion a askorbaty a ve vod¢ nerozpustné karotenoidy a a-tokoferol. Mezi enzymy jde
predevsim o superoxid dismutazu, ktera prevadi Oz na H»O., ktery je nésledné¢ odstranén
askorbatovou peroxiddzou a gluthathion reduktdzou v gluthathion-askorbatovém cyklu (Noctor
and Foyer 1998). Doklada to napiiklad studie Singh et al. (2018) s tasami Chlorococcum
humicola a Chlorella vulgaris, u kterych se aktivita vS§ech zminénych antioxida¢nich enzymi
zvySovala spolecné s rostouci koncentraci salinity média. Podobné tomu bylo i u fasy Ulva
limnetica, u které se po pfesunu do sladkovodniho prostiedi zvySila aktivita genu pro
chloroplastovou askorbat peroxiddzu (Ichihara et al. 2011). Existuji ovSem 1 dalsi
zpisoby obrany pfed oxidaénim stresem. Studie Li et al. (2008) provedend na fase
Haematococcus pluvialis naptiklad ukdzala, Ze fasa eliminuje vznik ROS zvySenou
biosyntézou sekundarniho karotenoidu astaxanthinu a to diky spotieb& velkého mnozstvi
molekularniho kysliku.

Ptfi zménach salinity dochazi také ke zménam ve struktufe fotosyntetického aparatu. Tyto
zmény ve struktufe se tykaji pfevazné fotosyntetického komplexu II (PSII), ktery se ukazuje
jako nejnachylnégjsi na kolisani salinity prostfedi (Xia et al. 2004). Pti zvySené salinité disociuji
od thylakoidni membréany proteiny komplexu produkujiciho kyslik (Murata and Miyao 1985) a
snizuji se pocty aktivnich reakénich center (Xia et al. 2004). U nékterych druhti dochazi i ke
zvétSeni efektivni velikosti svétlosbérnych antén, coz vytvari vyssi excitacni tlak (Demetriou
et al. 2007). Ve studii Demetriou et al. (2007) se ukazalo, ze fasa Desmodesmus communis pii
zvySené salinité umi tyto zmény kompenzovat exogenné ziskanymi polyaminy jako je napiiklad
putrescin. V bunikach také casto dochazi k fizenému poklesu ¢€innosti enzymu superoxid
dismutazy, ktery prevadi O>" na H2O», ¢imz zamezuje tvorb& ROS. To ma pak za nésledek
poskozeni svétlosbérnych komplexii u fotosystému I (Subramanyam et al. 2010). Toto
utlumeni pfenosu elektront na vice mistech pravdépodobné brani zniceni reak¢nich center tim,

ze rozlozi piisobeni ROS na cely fotosynteticky aparat (Satoh et al. 1983).
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5.2.3 Pohlavni rozmnozovani
Enviromentélni stres, a tedy i zvySena salinita, u fas v mnoha pfipadech spousti proces

pohlavniho rozmnozovani a néaslednou tvorbu rezistentnich stadii zygot (Frenkel et al. 2014).
SniZeni salinity vSak procesu pohlavniho rozmnozovani spiSe zamezuje. Jeden z diivodu, proc¢
tomu tak je, mize byt zamezeni fuze gamet, kterd je u moiskych druht fas vysoce citliva na
osmotické podminky. Dal$i z divodi mohou byt mechanismy blokovani vzniku polyspermie,
které se u mofskych druhti spoléhaji na pfisun Na*, zatimco u sladkovodnich druht funguji na
principu odtoku CI. Proto se u mnoha druhti fas, které prosly prechodem do prostiedi s nizsi
salinitou, pohlavni rozmnozovani viibec nevyskytuje. Piikladem muze byt balticka populace
chaluhy Fucus vesiculosus (Tatarenkov et al. 2005) ¢i ruducha Bangia atropurpurea rostouci v
severoamerickych Velkych jezerech (Sheath and Cole 1980). Avsak narozdil od F. vesiculosus
bylo u B. atropurpurea pohlavni rozmnoZovani zaznamenano alesponi v laboratornich
podminkach (Gargiulo et al. 2001). Podobné inhibi¢ni u¢inky byly pozorovany i1 u
tetrasporofytu euryhalinni ruduchy Heterosiphonia japonica, ktery bézné produkuje tetraspory
pii salinité 30 psu, avSak pii nizsi salinité nez 20 psu (véetn¢) zadné neprodukoval a soucasné
se u n¢j zvysila fragmentace stélky (Bjarke and Rueness 2004). Obdobné byla pfi snizené
salinité pozastavena tvorba plurilokularnich sporangii a uvoliiovani mikrospor u sladkovodnich
liniich rodu Ectocarpus (Dittami et al. 2012). U bentické rozsivky Ardissonea crystallina
vyskytujici se v Cerném mofi se dokonce zvysena salinita bliZici se moiské koncentraci ukazala
pro jeji pohlavni rozmnoZovani pfiznivéjsi nez ta, v které se aktualné vyskytuje (Davidovich et
al. 2016). Lze tedy usuzovat, Ze mnoho fas, které prosly prechody, jesté neni pln¢ adaptovano
na nove prostiedi a prave procesy spojené s pohlavnim rozmnoZovanim nam pi1 studiu adaptaci
na sladkovodni prostfedi mizou poskytnout spoustu diilezitych informaci (Raven 1999).

5.3 Morfologické adaptace

ZvySeni C€i sniZeni salinity se Casto odrdzi i v samotné morfologii euryhalinnich druhti fas.
Napftiklad u zelené tasy Dunaliella salina vede zvySena salinita ke zvétSeni objemu bunék (Fu
et al. 2014), zatimco u brakickych makrotas zas sniZend salinita ptisobi redukeci jejich velikosti
spolecné s vyraznymi zménami Vv jejich morfologii (Kalvas and Kautsky 1998). Vliv
osmotického tlaku na morfologii organismu byl také Casto studovan na rozsivkach rodu
Skeletonema. U téchto euryhalinnich rozsivek zplisobuje zména salinity prodluzovani bungk,
odlisny tvar valv ¢i zménu vzdalenosti mezi ptilehlymi buiitkami a primérného poc¢tu bunék ve
vlaknu (Paasche et al. 1975; Balzano et al. 2011). A ackoliv se vSechny tyto morfologické
modifikace zdaji byt nezdvislé na rustové rychlosti, jejich adaptivni vyznam je zatim

pfedmétem diskuzi (Paasche et al. 1975).
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5.3.1 Sulfatované polysacharidy v bunécné sténé
Pozménénou morfologii v zavislosti na rozdilné salinit€ zaznamenali i Dittami et al. (2012), pfi

porovnavani sladkovodnich a motskych linii chaluhy rodu Ecfocarpus. Sladkovodni linie, na
rozdil od téch moiskych, vytvaiely ve sladké vodé dlouha a lepkava filamenta (viz. obrazek 3).
Tyto zmény doprovazela i rozdilnd genova exprese v genech pro sulfotransferazy a sulfatazy,
tedy enzymy zapojené do sulfatace a desulfatace sacharidi v bunécné stén¢. Tyto sulfatované
polysacharidy se vyskytuji jako hlavni slozka extracelularni matrix u vSech motskych fas i
vysSich rostlin bez ohledu na jejich fylogenetickou pozici, zatimco sladkovodni a suchozemsti
zastupci je vubec neprodukuji (Popper et al. 2011). Lze tedy predpokladat, ze sulfatované
sacharidy bunécné stény poskytuji pies osmotické ¢i pozorované strukturalni funkce motskym
organismiim jisté adaptivni vyhody (Kloareg and Quatrano 1988). Preruseni jejich syntézy ve
sladké vodé zas u zminéné sladkovodni linie rodu Ectocarpus umozni tvorbu dlouhych a

lepkavych filament, které brani v unaSeni fasy proudem (Dittami et al. 2012).

(a) MS (32 ppt) FWS (32 ppt) FWS (1.6 ppt)
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Obrazek 3: Morfologické zmény sladkovodni (FWS) a motské (MS) linie fasy rodu Ectocarpus
v médiich s riznou salinitou. V ¢asti (a) lze pozorovat morfologii MS v médiu se salinitou 32 ppt a
FWS v médiu se salinitou 32 ppt a 1,6 ppt (zleva doprava). Casti (b - d) ukazuji zmény morfologie FWS
po piimém pienosu z média se salinitou 32 ppt do média se salinitou 1,6 ppt. Zmény jsou zaznamenané
ihned (b), po 12 dnech (c) a po 18 dnech (d) od pfenosu. Podle Dittami et al. (2012)
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5.3.2 Palmelloidni stadia u zelenych tas
U zelenych euryhalinnich fas Chlamydomonas reinhardtii a Dunaliella salina je adaptace na

nepiiznivé osmotické podminky ¢asto spojena s vytvofenim palmelloidniho stadia. Bunky pfi
vstupu do tohoto stadia ztraci bi¢iky, zesili svou bunécnou sténu a produkuji zvySené mnoZzstvi
exopolysacharidii (EPS). Nasledné po rozdéleni bun€k zistavaji ve shlucich ve spole¢né
matefské bunécné sténé a matrix z ESP (Shetty et al. 2019). Z Oklahomskych Velkych solnych
plani Buchheim et al. (2010) dokonce izolovali linii zrodu Dunaliella, kterd ve svém
palmelloidnim stadiu dokaze riist v hypersalinnich podminkéch stejné dobte jako ve sladké
vodé. Podobna palmelloidni stadia vyuziva k preziti v extrémnich podminkach 1 Dunaliella
atacamensis rostouci na pavuc¢inach u vchodu do pobiezni jeskyné na pousti Atacama (Azta-
Bustos et al. 2010). Tato palmelloidni stadia mohou taktéz slouzit i jako adaptace proti
herbivorii (Lurling and Beekman 2006) ¢i jako odrazovy miistek pro evoluci mnohobunécnych
druhil (Khona et al. 2016).

Obrazek 4: Chlamydomonas reinhardtii kultivovan pii béZznych podminkach (a) a pti zvysené salinité
média (150 mM NacCl) , ktera vyvolala tvorbu palmelloidnich stadii (b). Podle Shetty et al. (2019).
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Obrazek S: zjednoduSené  priklady
fylogenetickych stromi, které demonstruji, jak za
pomoci znalosti fylogenetickych vztah motskych a
sladkovodnich linii 1ze odvodit scénafe prechodu
mezi témito prosttedimi. Prvni priklad (a)
demonstruje rozlozeni linii , které naznacuje Casté
pfechody mezi motfem a sladkou vodou. Naopak na
druhém fylogenetickém stromu (b) jsou linie ze
stejnych  prostiedi  Casto v monofyletickych
skupinach, coz ukazuje na pouze vyjimecné
pfechody. Na poslednim piikladu (c) lze vidét
moiskou linii vnofenou mezi sladkovodni druhy,
z ¢ehoz je zfejmé, Zze probéhla zpétna kolonizace
moftského prostredi. Podle Logares et al. (2009).
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6 Scénare prechodl

Diky stéale exaktnéjsim metodam molekularni
fylogeneze a neustalému popisovani novych
druht mizeme sestavovat ¢im dal tim
presnéjsi a obsahlejsi fylogenetické stromy.
Pokud se pifi pohledu na n¢ zamétime na
rizné rozmisténi nami popsanych
sladkovodnich a moiskych druhi, dokdzeme
nasledné¢ odhadnout frekvenci, nacasovani,
ale 1 sméry, ve kterych dochézelo
k pfechodim mezi témito prostiedimi. Na
schématu podle Logares et al. (2009) jsou
nastinéné tii zakladni scénaie, které mohou
v disledku Uspésné kolonizace nového
prostiedi nastat. Cerné vétve na schématech
vzdy zndzornuji moiské a modré zas
sladkovodni linie. Zelené Sipky poté disperzi
mezi sladkovodnimi télesy, ¢imZ vysvétluji
nasledny vyskyt druhll na vice stanovistich.
Tyto scénafe ovSem neberou v potaz dalsi
koloniza¢ni cesty jako je naptiklad izolace
kmend ve vodnich Utvarech, u kterych se
razantn¢ zménila salinita.

Na prvnim piikladu (a) Ize vidét na
fylogenetickém stromu moiské a sladkovodni
druhy hojné promichané, bez toho, aby
tvotily v zavislosti na obyvaném prostredi
vetsi spolecné monofyletické shluky. Lze
tedy soudit, Ze u studované linie dochéazelo
k pfechodiim mezi mofem a sladkou vodou

paraleln¢ a relativné Casto.



Naopak na druhém fylogenetickém stromu (b) je jen nepatrné mnoZzstvi blizce piibuznych
druhii, které by obyvaly rozdilné prostiedi. V tomto ptipad¢ maji sladkovodni a motské druhy
tendenci shlukovat se do monofyletickych skupin, coz naznacuje jediny Gspésny prechod mezi

témito prostfedimi a naslednou diverzifikaci.

Na poslednim ptikladu (c) 1ze pozorovat sladkovodni linii, kterd po vzoru ptedchozich ptikladu,
svym vnofenim mezi moiské linie poukazuje na piechod z moie do sladké vody. Sama ovSem
kromé sladkovodnich druhti obsahuje i druhy motské. V tomto ptipad¢ jde pravdépodobné o
zpétnou kolonizaci motského prostfedi témito druhy. Je tedy zjevné, ze pokud zname potiebné
fylogenetické vztahy a prostiedi, v kterém se dané druhy vyskytuji, neni slozité urcit smér, ve

kterém ptechody mezi prostfedimi probihaly.

7 Prechody mezi motskym a sladkovodnim prostredim u
chrysofyt
Novodobé studie zabyvajici se molekularni fylogenetikou protist ¢asto odkryvaji mnoho
zajimavych dat o vztazich sladkovodnich a moiskych linii, nicmén¢ jen ztidka kdy se zabyvaji
pfechody mezi t€émito prostfedimi. Jednou z protistnich skupin vhodnou na zkoumani ptechoda
mezi mofem a sladkymi vodami jsou Chrysofyta. Jedna se totiZ o relativné prozkoumanou linii
s rozSifenim jak ve sladkovodnich, tak 1 mofskych biotopech a zahrnuje také euryhalinni
zastupce jako jsou hojné studované druhy rodu Paraphysomonas.
7.1 Obecné charakteristika chrysofyt
Chrysofyta jsou jednobunécné ¢i kolonidlni fasy vyznacujici se svymi heterokontnimi biciky,
endogenné silifikovanymi stomatocystami a plastidy obsahujicimi chlorofyl a, c a fukoxanthin.
Povrch jejich bunék kryje periplast, ktery mize byt prekryt lorikou ¢i druhové specifickymi
kifemicitymi Supinami. Patii mezi fotosyntetizujici Stramenopila (Ochrophyta), ktera ziskala
plastid ruduchového ptivodu seridlni endosymbidzou. Existuji vSak i mixotrofni ¢i dokonce
heterotrofni linie, u kterych dos$lo k sekundarni ztraté plastidu. Tradi€né je centrum jejich
diverzity umist'ovano do temperatnich sladkych vod, kde se vyskytuji nejcastéji jako soucast
jarniho a podzimniho fytoplanktonu. K nalezeni jsou ale i na mnohem neobvyklejSich mistech
jako napftiklad v pidé, na tajicim sn¢hu ¢i v organickych shlucich ,,motského snéhu* (Remias
et al. 2020).
Vznik chrysofyt datuji Brown a Sorhannus (2010) na zéklad¢ diverzifikace Stramenopil nékam
do obdobi Permu (pfed ~ 279 miliony let) a ackoliv mezi popsanymi druhy ptevazuji ty

sladkovodni, jejich pivodnim prosttedim je pravdépodobné mote. Lze tak usuzovat

24



z paleontologického zdznamu, ktery se nam diky tvorbé kiemicitych stomatocyst a Supin
dochoval. Nejstarsi chrysofytni stomatocysty jsou datované do konce spodni kiidy a pochazi
z Jizniho oceanu (Riaux-Gobin and Stumm 2006). Obdobné pochéazi z moiskych lokalit i
vétSina zbylych nalezli. Spolecné tak s bazalnim postavenim caste¢né moiské skupiny
Paraphysomonadida poukazuji na pravdépodobny moisky ptiivod chrysofyt (Tappan 1980).
7.2 Motska chrysofyta

V minulosti byla chrysofyta brana jako podstatna slozka motského planktonu. AvSak postupem
Casu se vétSina vyznamnych motsky taxonli zacala premistovat do samotnych tiid jako
Phaeothamniophyceae, Dictyochophyceae, Pelagophyceae ¢i Bolidophyceae a popsanych
motskych druhii spadajicich do chrysofyt prudce ubylo. Nicméné fylogenetickd analyza
provedena tymem del Campo a Massana (2011) ukazala, ze druhova diverzita chrysofyt v mofti
je mnohem vyrazné&jsi. Po prohledani vefejnych databazi bylo nalezeno celkem 144 novych 18S
rDNA sekvenci, které patii motskym chrysofytim. Po zalenéni sekvenci do fylogenetického
stromu pfibyly Ctyfi nové klady, z nichz dva obsahuji ¢ist¢ moiské sekvence a jen 4 z celkem

12 chrysofytnich kladu jsou ¢isté sladkovodni.

Jednim z nich byl 1 klad A (Synurales), u které¢ho byly donedavna znamé pouze sladkovodni
druhy s vyjimkou nékolika malo brakickych (Némcova et al. 2016). Situace se ov§em zménila,
kdyz se tymu Jeong et al. (2019) podafilo v korejském zalivu izolovat dva motské druhy rodu
Mallomonas. Jde o M. marina a M. cuspis, jejichZ vzajemna poloha na fylogenetickém stromé
naznacuje, ze pravdépodobné kazdy znich provedl samostatny pifechod do mote. Béhem
adaptacnich experimentti se ukéazala jako optimalni hodnota salinity pro rdst 20 psu, coz
dokazuje, Ze oba druhy jsou jiz adaptované na moiské prostfedi. U obou druhi se také pii
salinité niz8i nez 5 psu (v€etn€) zmenil tvar bunék z protahlého na kulovity, zvétsila se
chrysolaminaranové vakuola a plastid se premistil do periferni oblasti buniky. Toto zvétSeni
zasobni vakuoly také ovlivnilo morfologii plastidu a mohlo mit dopad 1 na ostatni organely. Pfi
salinité 5 psu a nizsi buiky také ztratily schopnost rist, coz spole¢né ukazuje, Ze jde o motské
druhy se Sirokou valenci vii¢i salinité.

Pti pohledu na nyngjsi fylogeneticky strom chrysofyt nachdzime jen velmi malo kladd, které
jsou ¢isté sladkovodni nebo motské. Obdobné 1ze také pozorovat velky pocet blizce piibuznych
linii, kdy jedna je motska a druh4 naopak sladkovodni, jako je tomu naptiklad u nové popsanych
moiskych zéastupcti rodu Mallomonas (Jeong et al. 2019). Mizeme se tedy domnivat, ze u
chrysofyt doslo po ddvném piechodu do sladké vody k enormni diverzifikaci, po které prubézné

a relativné Casto dochézi ke zpétné rekolonizaci mofte.
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Obrazek 6: Mallomonas cuspis (26-32) a Mallomonas marina (33-39) pofizené pod svételnym
mikroskopem vzdy po 7 dnech od pfesunuti do média s danou salinitou. M¢&fitko na snimcich
znazoriuje 10um a zkratky oznacuji plastid (P), chrysolaminaranovou vakuolu (C) a bi¢ik (F). Hodnoty
salinity média rostou v kazdém tadku zleva doprava v potadi 0,5,10,15,20,25 a 30 psu. Pti salinité 0
psu (26,33) a 5 psu (27,34) Ize u obou druhti sledovat kulovity tvar bun¢k spolecné se zvetSenou
chrysolaminaranovou vakuolou (C) a perifernim plastidem (P). Podle Jeong et al. (2019).

7.3 Hypotéza piekroceni Rubikonu

Ptechody mezi moiskym a sladkovodnim prostfedim jsou natolik vyznamné evoluc¢ni udalosti,
ze Mann (1999) ve své praci dokonce ptirovnal piechod rozsivek do sladkovodniho prostiedi
k prechodu vojsk Césarovy armady pies feku Rubikon. Vedlo ho k tomu hned nékolik
podobnosti, které spojuji tyto uddlosti. Mann (1999) se domnival, Ze bariéra mezi mofem a
sladkou vodou je jednosmérna a pfipousti pouze vzacné a nevratné piechody vyhradné ve sméru
z morte do sladkych vod, které vedou k mohutné diverzifikaci. Této predstave veelku odpovida
evolu¢ni historie obrnének nastinénd tymem Logares et al. (2007). Piechody obrnének do
sladké vody probéhly z vétSiny jiz velmi davno a to nejspise pii mezozoickém a kenozoickém
zvedani hladiny ocednu a byly nasledované mohutnou diverzifikaci sladkovodnich linii,
pric¢emz pii fylogenetické analyze nebyla pozorovana zadna zpétna kolonizace mote (Haq et al.
1987; Logares et al. 2007). Sladkovodni linie se tedy shlukuji do monofyletickych skupin a
nejsou si s moiskymi liniemi obrnének blizce pribuzné. Je ovSem nutné brat v uvahu, ze pfi
fylogenetické analyze obrnének zatim nebyly zaclenény enviromentalni sekvence.

Od této predstavy se ovSem zacind upoustét. Fylogenetické analyzy zahrnujici nové ziskané
enviromentalni sekvence, provedené na nékolika protistnich skupinach ukazuji, Ze bariéra mezi
slanou a sladkou vodou umoziuje ptechody v obou smérech. U nékterych protistnich skupin
jsou navic tyto ptrechody relativné Casté. Dokonce 1 u nékterych linii rozsivek, pii jejichz
zkoumani tato hypotéza vznikla, se ukazuje, ze pfechody mezi moiem a sladkou vodou jsou

Castéjsi nez se diive myslelo (Alverson et al. 2007). V neposledni fad€ tuto predstavu vyvraci
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svou pozici na fylogenetickém strome 1 motské druhy chrysofyt, nevyjimaje dva nové popsané
moftské druhy rodu Mallomonas (Jeong et al. 2019). U chrysofyt navic mtizeme sledovat linie,
které ucinily pfechod pies onu bariérou i v opacném smeéru a zpétné tak kolonizovaly moie.

Stale ov§em musime brat v potaz, ze prechody mezi sladkou a slanou vodou podstatné ovliviiuji
miru speciace. Zpravidla miizeme u linii, které maji své zastupce napfi¢ gradientem salinity,
pozorovat, ze jejich mladsi a odvozené sladkovodni vétve jsou na rozdil od téch moiskych
druhové bohatsi. Lze tedy usuzovat, zZe sladkovodni linie se diverzifikuji rychleji nez ty moiské,
pticemz divodem nejspiSe bude celkové vétsi variabilita a vykyvy sladkovodniho prostiedi

(Nakov et al. 2019).
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Clade G

| Cladel
AYE51096 Spumella JBM06
AF 109324 Paraphysomonas imperforata
DQ310307 FV36 CilF11
52 AF174376 Paraphysomonas foraminifera
65 DQ310204 FV18 3A1
AF109325 monas vestita Clade F 1
il AB168053 Monas sp
AF 109322 Paraphysomonas bandaiensis
DQ103782 M4 18B07
AY851091 Spumella JBNZ40
98
Clade F2
72 — AF123286 Chrysamoeba pyrencidifera
EF185316 Chr sp.
Clade B2
AF123292 Cyd. is annularis

Clade E
Clade H
Clade D

AY 178989 CCI40
AF123296 F P thallosa

DQ310336 FV233A12
AY651080 Spumella JBC13
AJ236861 Spumella danicba
AYB51079 Spumella JBAS36
AY651081 Spumella JBC/S23

U42381 Ochromonas sp.
EF165139 Ochromonas sp.
EF185137 Ochromonas sp.

EF 165138 Ochromonas marina
EF165136 Ochromonas distigma
EF165135 Ochromonas sp.

DQ310291 FV36 Ci

_<] Clade C
]

DQ310261 FV23 1B1
AF123302 Chrysoxys sp.
EF165124 Ochromonas aestuar

U42382 Ochromonas sp.

EU024993 Dinobryon pediforme
AB275090 CYSGM-T

Mallomonas cuspis
EF165118 Mallomonas insignis
-‘Mallomonas marina

Clade A

U73222 Synura uvella
EF165119 Tessellaria volvocina

B so0—re o st | cladeJ
AY520450 Oikomonas sp.

| clade B1

AB052273 is ocean

Upraveno podle Campo and Massana (2011)

Obrazek 7: Zjednoduseny fylogeneticky strom chrysofyt. Zelenou barvou (®) jsou zvyraznéné
sekvence, druhy, ¢i sloucené linie, které byly izolovany ze sladkovodniho ¢i terestrického prostiedi.
Modrou barvou (@) jsou naopak zvyraznéné ty co byly izolovany z motského prostiedi. V upraveném
fylogenetickém stromu lze poté prehlednéji sledovat historii pfechod mezi témito prostfedimi a snadno
napfiiklad urcit linie, které zpétné kolonizovaly mote. Upraveno podle Campo and Massana (2011).
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Zaveér

Moftské a sladkovodni prostiedi se od sebe svymi podminkami pro zivot liSi natolik, ze mezi
sebou vytvari jednu z nejhiife zdolatelnych ptirodnich bariér. Problémy spojené s piechodem
mezi témito prostiedimi tykajici se predevSim osmoregulace, sdili vodni organismy napii¢
fylogenetickym systémem a ani fasy nejsou vyjimkou. Avsak i ptes rozdily, které mezi témito
prostiedimi panuji, existuji euryhalinni druhy, které jsou diky svym unikatnim adaptacim
schopné zit ve skélach salinity, které u nékterych druhii pokryvaji hodnoty od sladké az po
moiskou vodu. Pravé tyto adaptace na Siroky gradient salinity jsou zifejmé klicové pfi
pfechodech mezi sladkou a slanou vodou a euryhalinni druhy se tedy zdaji byt jakymsi
mezistupném probihajicitho pfechodu. Dokladaji to mnoh4 data ziskand prostfednictvim
adaptacnich experimentl, pfi kterych se porovnavala genova exprese, tvorba pohlavnich
struktur ¢i morfologie mezi euryhalinnimi druhy a jejich nejbliz§imi motskymi ¢i
sladkovodnimi pfibuznymi.

Pii zjiStovani frekvence, nacasovani ¢i smeérd, v jakych dochazelo k pfechodim mezi
sladkovodnim a moiskym prostiedim, je nejvice nadpomocnd molekuldrni fylogeneticka
analyza, diky které 1ze sestavit fylogenetické stromy, na kterych jsou patrné historie piechodii
danych linii. Ve své bakalafské praci jsem se takto zaméfil na chrysofyta, vyuZil jsem recentné
publikovanou fylogenezi chrysofyt, kterd kromé& kultivovanych kmenii obsahuje 1
enviromentalni sekvence (del Campo and Massana 2011). Ukézalo se, Ze u chrysofyt doslo
pravdépodobné k davnému prechodu zmoie do sladkovodniho prostredi, ktery vyvolal
mohutnou diferenciaci druhti. AvSak k dalSim pfechodiim dochazelo pribéZné, a navic i
relativné Casto. Pfi pohledu na fylogeneticky strom lze pozorovat i po€etné zpétné kolonizace
mote. Chrysofyta se tedy zdaji byt vhodnou modelovou skupinou ke studiu ptechod mezi
mofem a sladkou vodou, u které se navic prostfednictvim enviromentalniho sekvenovani

pribézné zjistuje dosud nepopsana moiska druhova diverzita.
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